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論文内容の要旨
【背景】
生物は様々なストレスに反応することで恒常性を維持して生存している｡組織に作用する多様な
ストレスの中で､機械的ストレス(メカニカルストレス)は､生体内の細胞や組織に負荷される物理
的､力学的な刺激である｡例えば､血管内皮細胞は血流や血圧に起因するメカニカルストレスを受け
ると､ smallGTPaseファミリーが活性化され､細胞骨格のリモデリングを起こして､ストレスに耐
えやすいよう細胞が再配列するということが知られている｡器官発生に関しても､心拍動が起こらな
いゼブラフィッシュの変異体では､心臓を構成する細胞数の減少､弁の形成不全､心臓から出る血
管･脈管系の異常が見られる｡また､心臓に血液が流れ込む流入路にビーズを配置して､心臓内
皮細胞にかかるせん断応力を減衰させると､弁の形成不全や心内厚の低形成が引き起こされる｡
このことは､心臓の正常な発生にはせん断応力､静水圧､引張力などのメカニカルストレスが不
可欠であることを示唆しており､正常な遺伝子情報をもつ個体であっても､発生期の組織､細胞
レベルでの物理的な環境変動により､器官に奇形を呈する例が多く報告されている｡では､力学
的刺激を細胞内で変換し､伝達するもの(メカノトランスダクション)の実体は何だろうか｡このこ
とに関して､晴乳類では未だに決定的な結論は得られておらず､メカニカルストレスと器官発生を関
連付けた報告に至っては､未だになされていない｡
【目的】
本論文では､メカニカルストレスを受容し､器官発生-と架橋するメカノセンサー因子の同定を目
的とする｡解析に際しては､生体におけるメカニカルストレスの高負荷部位であると考えられる､心
臓の発生を対象とする｡
【方法1】
メカノセンサーの候補としてsmallLIMproteinを想定した｡ smallLIMproteinファミリーは､メカ
ニカルストレスに応じて､細胞質から核-と局在を変化させることが報告されており､メカノセンサ
ー(機械的ストレス受容体)として働く可能性が考えられる｡ CsrplはsmallLIMproteinファミリー
のCsrpサブファミリーの1つで､同じく　LIMドメインをもち､細胞の運動性を制御するfocal
adhesionに局在するzyxinと結合することが知られているものの､その発生期の機能はほとんど分
かっていない.本論文の第-部では､ SmaHLIMproteinとメカニカルストレスとの器官発生における
関係の解明に先立って､初期発生におけるCsrplの機能を解析し､ Csrplが器官発生に寄与してい
るかを検討する｡機能解析には初期発生の解析が容易なゼブラフィッシュをモデル生物として用い､
･細胞運動の解析に適した原腸陥入期と､メカニカルストレスと器官発生の解析に適した心臓発生期に
焦点を当てて､研究を行う｡
【結果1】
ゼブラフィッシュを用いたCsrplの初期発生における機能解析により､ CsrplがJNKシグナルを
介した細胞骨格のリモデリングと細胞移動を制御することで､脊索や心臓といった特定の器官の形成
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に関与することが明らかとなった｡特に､心臓形成期には限局した領域にのみ発現し､心臓前駆細胞
全体の移動と融合を制御していた｡しかし､心臓前駆細胞集団が正中にて融合し､心筒(hearttube)
を形成すると､ Csrplの発現は減衰しており､機能阻害により､心筋分化が影響を受けることはなか
った｡心筒の形成期は､心臓の心筋細胞が同調した自律的拍動を開始する時期でもある｡つまり､
Csrplの心臓形成における機能は､細胞に拍動というメカニカルストレスが負荷される以前のもので
あり､現時点ではメカニカルストレスと器官発生を架橋しているとはいい難い｡しかし､ JNKはメ
カニカルストレスによって活性化されることが分かっており､細胞移動に関しては､ Csrplがメカノ
センサーの役割を担っている可能性が考えられる｡
【方法2】
一方､機能阻害によってcsrplと同様の原腸陥入障害を示したsmal=｣M proteinファミリーのcn'p2
は､心筒形成後に心臓における発現が増強していた.この発現変化はcsnplの発現量と逆行するもの
であり､心臓形成において発生期依存的に特定のsmaH LIM proteinが選択され､機能している可能
性も推測される｡そこで､ゼブラフィッシュにおいてcn'p2の機能阻害を行って､ totalRNAを抽
出し､ microarray解析を行った｡その結果､ crip2の機能阻害により､メカニカルストレス-の
感受性が高い心筒形成以降のステージを障害された月引こおいて､顕著に発現が変化する
miRNA-143 (m/'R-143)を同定した｡本研究論文の第二部では､同定されたmjRNAがメカニカ
ルストレスに応じて心臓形成を制御している可能性を想定して研究を行った｡
【結果2】
miR-143は発生中の心臓の､心室と流出路(out-flowtract : OFT)特異的に発現し､心房には発現
していなかった｡この心臓の領域特異的な発現は､拍動依存的に制御されており､拍動を停止させる
と発現は消失し､拍動を再開させると回復した｡また､ m/尺-743はレチノイン酸シグナルの構成因子
を標的としており､機能阻害によって､レチノイン酸シグナルが異所的に活性化され､心室の内皮特
異的な低形成や､心室の心筋の一部が心房-と変異した｡これらのことは､心臓拍動依存的に発現し
たmiR-143が､領域特異的にレチノイン酸シグナルを制御することによって､心臓の領域決定に寄
与していることを示唆している(図1)0
【総括】
本論文では､第一部でsma" LIM proteinの初期発生における機能を解析し､ Csrplが細胞移動の制
御を介して､心臓の形成に関与していることを示したが､ Csrplとメカノトランスダクションの直接
的な相関関係は示すことができなかった｡しかし､細胞移動はメカノトランスダクションと密接に関
っており､ RhoAやJNKなどの下流の因子も共通であるものが多い｡このとこからも､ small LIM
proteinのメカニカルストレスとの関係の一端を､細胞移動という視点から捉えることができたと考
えている｡さらに第二部では､メカニカルストレスを受容し機能する因子として､ smallLIMprotein
に着目し､下流の因子を探索することで､メカニカルストレスに応じて心臓のパターン形成を制御す
る､ miR-143を同定した｡ miRNAはガンの発生や制御に関して､多くの論文が報告されているが､
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発生の､特にパターン形成に関与するという報告はほとんどなく､その点が本研究の新規性であり､
独創性でもある｡
メカノトランスダクションは､細胞-の機械的な刺激を『力学リガンド』として､さまざまな組
織において､発生や細胞の環境応答の制御などを司っている｡また､幹細胞の分化が､細胞外基質の
圃さによって規定されているという報告がある｡このことは遺伝子発現のプロファイルの変化を伴う
分化が､幹細胞を取り巻く微小環境の物理的要因に大きく影響されることを示唆しており､細胞が環
境の物理的条件(固さ)を感知し､生化学的な反応に変換することが､普遍的であることを物語って
いる｡つまり､メカノトランスダクションを解明し制御することは､ひとつの組織にとどまらず､多
種多様な生命現象を理解することにもつながり､発生学の分野だけでなく､再生を含む医学の領域の
発展に大きく寄与する可能性を秘めている｡
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論文審査結果の要旨
宮坂恒太君の研究は､ゼブラフィッシュをモデル生物として､細胞の運動性を制御する　small
LIM蛋白質csrplの機能解析から始まった｡ Csrplは中軸中肺葉､とくに運動の最先端に位置す
る細胞集団に発現している｡また､正中線上に移動し､心筒を形成するために移動中の心臓中腰
葉細胞にも発現が見られる｡ Csrplの機能阻害によって､中軸中腰葉と心臓中腫薬の移動は破綻
し､腔は体軸の著しい短縮と二叉心臓を示す｡詳細な生化学的解析も加えられ､ Csrplはnon-
canonical Wnt　シグナル伝達経路の構成因子であるDlversin　と相互作用し､ JNKの活性を制御
して細胞の運動性を制御していることも証明された｡
他の　small LIM　蛋白質は細胞/組織-加わる力学刺激の受容系､反応系(mechano-
transduction)に関与することが示唆されており､また､宮坂君自身のCsrpl解析から､この因
子もmechano-transductionに関与することが考えられた｡力学刺激という観点からcsrplや
small LIM蛋白質の研究は進展を見せているが､新たにmlRNAのひとつmiR-143が力学刺激に
応答して心臓の形態形成を制御していることも見出している｡この仕事は､現在､論文にまとめ
られ､投稿直前の状態である｡宮坂君は､ miR-143がどのようにして力学刺激に反応するかを知
る目的で､ miR-143プロモーターを詳細に解析している｡このプロモーターをEGFPなどにつない
で用いることで､力学刺激を可視化できると考え､東北大学工学部､名古屋工業大学の研究室と
活発に共同研究を展開しており､融合的､学際的な新研究領域を開拓すべく研究を進めている｡
加えて､機械的刺激が脂肪代謝､糖代謝を直接制御する全く新しいシグナル伝達経路も発見して
おり､宮坂君の研究は､今後､大きく展開することが予想される｡国内外の学会発表経験も豊富
であり､英語によるディスカッションにも積極的である｡このような理由から､自立して研究活
動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すると判断される｡したがって,宮坂恒太君提出の
論文は,博士(生命科学)の博士論文として合格と認める｡
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